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La pr6sente invention est relative a Tutilisation de compositions 
contenant des formes solubles d'HLA-G dans le traitement de pathologies de la peau 
et notamment des dermatoses inflammatoires, au procede d'obtention desdites formes 
solubles d'HLA-G, ainsi qu'aux anticorps diriges contre lesdites formes solubles. 
5 Les antigenes du complexe majeur d'histocompatibilite (CMH), se 

divisent en plusieurs classes, les antigenes de classe I (HLA-A, HLA-B et HLA-C) qui 
presentent 3 domaines globulaires (<xl, a2 et a3), et dont le domaine a3 est associe a 
la p2 microglobuline, les antigenes de classe II (HLA-DP, HLA-DQ et HLA-DR) et 
les antigenes de classe III (complement). 
10 Les antigenes de classe I comprennent, outre les antigenes precites, 

d'autres antigenes, dits antigenes de classe I non classiques, et notamment les anti- 
genes HLA-E, HLA-F et HLA-G ; ce dernier, en particulier, est exprime par les 
trophoblastes extravilleux du placenta humain normal et les cellules epitheliales 
thymiques. 

15 La sequence du gene HLA-G (gene HLA-6.0) a ete decrite par 

GERAGHTY et aL, (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1987, 84, 9145-9149) : il comprend 
4396 paires de bases et presente une organisation intron/exon homologue a celle des 
genes HLA-A, -B et -C. De maniere plus precise, ce gene comprend 8 exons, 7 introns 
et une extremite non traduite 3' ; les 8 exons correspondent respectivement a : exon 1 : 

20 sequence signal, exon 2 : domaine extracellulaire otl, exon 3 : domaine extracellulaire 
a2, exon 4 : domaine extracellulaire a3, exon 5 : region transmembranaire, exon 6 : 
domaine cytoplasmique I, exon 7 : domaine cytoplasmique II (non traduit), exon 8 : 
domaine cytoplasmique III (non traduit) et region 3' non traduite (GERAGHTY et al., 
precite; ELLIS et al., J. Immunol, 1990, 144, 731-735 ; KIRSZENBAUM M. et al., 

25 Oncogeny of hematopoiesis. Aplastic anemia Eds. E. Gluckman, L. Coulombel, Col- 
loque INSERM/John Libbey Eurotext Ltd). Toutefois le gene HLA-G differe des au- 
tres genes de classe I, en ce que le codon de terminaison de traduction, en phase, est 
localise au niveau du deuxieme codon de Texon 6 ; en consequence, la region cyto- 
plasmique de la proteine codee par ce gene HLA-6.0 est considerablement plus courte 

30 que celle des regions cytoplasmiques des proteines HLA-A, ~B et -C. 

Ces antigenes HLA-G sont essentiellement exprimes par les cellules 
cytotrophoblastiques du placenta et sont consideres comme jouant un role dans la 
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protection du foetus (absence de rejet par la mere). En outre, dans la mesure ou l'anti- 
gene HLA-G est monomorphique, il peut egalement etre implique dans la croissance 
ou la fonction des cellules placentaires (KOVATS et al., Science, 1990, 248, 220- 
223). 

5 D'autres recherches concernant cet antigene non classique de classe I 

(ISHITANI et al., Proc. Natl Acad. Set USA, 1992, 89, 3947-3951) ont montre que 
le transcrit primaire du gene HLA-G peut etre episse de plusieurs manieres et produit 
au moins 3 ARNm matures distincts : le transcrit primaire d'HLA-G fournit une copie 
complete (Gl) de 1 200 pb, un fragment de 900 pb (G2) et un fragment de 600 pb 

10 (G3). 

Le transcrit Gl ne comprend pas l'exon 7 et correspond a la 
sequence decrite par ELLIS et al. (precite), e'est-a-dire qu'il code une proteine qui 
comprend une sequence leader, trois domaines extemes, une region transmembranaire 
et une sequence cytoplasmique. L'ARNm G2 ne comprend pas l'exon 3, c r est-a-dire 

15 qu'il code une proteine dans laquelle les domaines al et a3 sont directement joints ; 
l'ARNm G3 ne contient ni l'exon 3, ni 1'exon 4, e'est-a-dire qu'il code une proteine 
dans laquelle le domaine al et la sequence transmembranaire sont directement joints. 

L'epissage qui prevaut pour l'obtention de l'antigene HLA-G2 
entraine la jonction d'une adenine (A) (provenant du domaine codant al) avec une 

20 sequence AC (issue du domaine codant a3), ce qui entraine la creation dun codon 
AAC (asparagine) a la place du codon GAC (acide aspartique), rencontre au debut de 
la sequence codant le domaine a3 dans HLA-G 1 . 

L'epissage genere pour l'obtention de HLA-G3 n'entraine pas la for- 
mation d ! un nouveau codon dans la zone d'epissage. 

25 Les Auteurs de cet article ont egalement analyse les differentes pro- 

teines exprimees : les 3 ARNm sont traduits en proteine dans la lignee cellulaire 
.221-G. 

Certains des Inventeurs ont montre 1' existence d'autres formes epis- 
sees d'AKNm d'HLA-G : le transcrit HLA-G4, qui n'inclut pas Texon 4 ; le transcrit 
30 HLA-G5, qui inclut Tintron 4, entre les exons 4 et 5, provoquant ainsi une modifica- 
tion du cadre de lecture, lors de la traduction de ce transcrit et en particulier 
Tapparition d'un codon stop, apres l'acide amine 21 de Tintron 4 ; et le transcrit HLA- 
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G6, possedant l'intron 4, mais ayant perdu l'exon 3 (KIRSZENBAUM M. et al., Proc. 
Natl. Acad ScL USA, 1994, 91, 4209-4213 ; Demande Europeenne EP 0 677 582 ; 
KIRSZENBAUM M. et al., Human Immunol., 1995, 43, 237-241 ; MOREAU P. et 
al., Human Immunol. 1995, 43, 231-236) ; ils ont egalement montre que ces differents 
5 transcrits sont exprimes dans plusieurs types de cellules humaines foetales et adultes, 
notamment dans les lymphocytes (KIRSZENBAUM M. et al., Human Immunol., 
1995, precite ; MOREAU P. et al., Human Immunol. 1995, precite). 

II existe done au moins 6 ARNms HLA-G differents qui codent 
potentiellement 6 isoformes proteiques d' HLA-G, dont 4 rnembranaires (HLA-G1, 
10 G2, G3 et G4) et 2 solubles (G5, G6). 

La fonction immunomodulatrice exercee par ces molecules HLA-G 
a ete decrite et les mecanismes de cette fonction ont ete elucides par la mise en evi- 
dence de leur interaction avec des recepteurs inhibiteurs de la lyse presents sur les 
cellules NK (recepteurs KIR) conduisant a une inhibition des fonctions cytotoxiques 
15 de ces cellules. 

Certains des Inventeurs ont egalement montre que certaines tumeurs 
expriment des molecules HLA-G, ce qui leur permet d'echapper a la surveillance 
immunitaire. 

Les Inventeurs ont maintenant trouve que des formes solubles 
20 d*HLA-G ont une action therapeutique sur des etats pathologiques inflammatoires de 
la peau. 

On entend par etat pathologique inflammatoire de la peau aussi bien 
des dermatoses que des pathologies des keratinocytes. 

La presente invention a pour objet Tutilisation d'une composition 
25 essentiellement constitute d'au moins une forme soluble d'HLA-G et d'au moins un 
vehicule pharmaceutiquement acceptable (excipient), pour la preparation d'un medi- 
cament pour le traitement des etats pathologiques inflammatoires de la peau. 

Les excipients associes a ladite composition sont adaptes a la voie 
d'administration souhaitee ; ils sont selectionnes parmi les excipients connus de 
30 Thomme du metier. 
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Lesdites HLA-G solubles peuvent avantageusement etre adminis- 
trees par voie generate (voie orale, voie parenterale) ou en local (administration 
topique). 

Dans ce dernier cas, ladite composition se presente sous la forme de 
5 creme, de lotion, de liposomes ou de gel. 

En effet, les Inventeurs ont maintenant trouve que, de maniere inat- 
tendue, des formes solubles d' HLA-G etant presentes habituellement dans les speci- 
mens de peau psoriasique, une composition contenant ime forme soluble d'HLA-G est 
particulierement adaptee au traitement des etats pathologiques de la peau, en particu- 
10 lier du fait du role majeur des lymphocytes T dans cette maladie et de la capacite qu'a 
HLA-G a inhiber les fonctions T. 

Conformement a Tinvention, ladite composition est particulierement 
adaptee au traitement du psoriasis. Le psoriasis est une maladie inflarnmatoire chro- 
nique frequente observee chez 2 % des individus des populations caucasiennes. De 
15 tres nombreuses etudes physiopathologiques ont permis de montrer que cette maladie 
etait liee a vine infiltration de lymphocytes T, de sous-type Thl, produisant de 
Tinterleukine 2 (IL-2) et de Tinterferon y (IFN y) (Z. Bata-Csorgo et al. J. Investiga- 
tive Dermatol., 1995, 89S-94S). 

Selon un mode de realisation avantageux de T invention, ladite forme 
20 soluble d'HLA-G est selectionnee dans le groupe constitue par les isoformes d'HLA- 
G solubles comprenant au moins un domaine extracellulaire (al, a2 ou a3) et les 
formes solubilisees d'HLA-Gl, HLA-G2, HLA-G3 ou HLA-G4 (isoformes membra- 
naires). 

Lesdites HLA-G solubles comprennent au moins le domaine extra- 

25 cellulaire cel. 

Lesdites formes solubles sont en particulier produites soit dans un 
baculovirus, soit dans E. coli. 

Pour ce qui conceme les formes membranaires, elles sont avanta- 
geusement exprimees dans des cellules eucaryotes, conformement au procede decrit 
30 dans la Demande Internationale PCT WO 98/37098, puis solubilisees par traitement 
de la membrane (agent decapant, tel que la papaine) et purification convenable, par 
exemple sur colonne d'immunoaffmite avec des anticorps specifiques. 
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On entend par forme soluble d'HLA-G aussi bien les HLA-G 
solubles (ne comportant pas de domaine transmembranaire) que les HLA-G membra- 
naires solubilisees, par exemple dans les conditions precisees ci-dessus. 

De preference, ladite composition, administree par voie topique, 
5 comprend entre 0,1 et 5 jxg/ml, de preference entre 0,5 et 2,5 jig/ml de forme soluble 
d'HLA-G. 

Selon un autre mode de realisation avantageux de 1* invention, ladite 
forme soluble d'HLA-G est associee a de l'IL-10 ; une telle composition presente une 
activite therapeutique particulierement significative vis-a-vis du psoriasis. 
10 La presente invention a egalement pour objet un procede de prepa- 

ration d'une HLA-G soluble, caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

- co-infection de cellules d'insectes par un baculo virus contenant 
l'ADNc de la P2M et un autre baculo virus contenant la chaine a d'une isoforme 
soluble d'HLA-G ; 

15 - culture des cellules d'insectes transferees, et 

- recolte des surnageants et purification de 1' isoforme d'HLA-G 

soluble exprimee. 

Selon un mode de mise en ceuvre avantageux dudit procede, ladite 
isoforme d'HLA-G soluble est purifiee a 1'aide d'un anticorps specifique des iso- 
20 formes d'HLA-G solubles. 

Selon une disposition avantageuse de ce mode de mise en oeuvre, 
ledit anticorps est obtenu par immunisation de mammiferes non-humains, tels que des 
lapins avec un peptide immunogene constitue d'un peptide synthetique de 21 acides- 
amines, correspondant a la partie C-terminede codee par l'intron 4 des formes solubles 
25 HLA-G dont la sequence est SKEGDGGIMSVRESRSLSEDL couple a la proteine 
porteuse KLH. 

Outre les dispositions qui precedent, l'invention comprend encore 
d'autres dispositions, qui ressortiront de la description qui va suivre, qui se refere a 
des exemples de mise en oeuvre du procede objet de la presente invention ainsi qu'aux 
30 dessins annexes, dans lesquels : 

- les figures 1, 2 et 3 sont des illustrations de la presence de diffe- 
rentes formes d'HLA-G dans le psoriasis, 
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- la figure 4 illustre l'activite inhibitrice des isoformes HLA-G sur 
des cellules natural killer (cellules NK) presentes dans le sang peripherique ; cette 
figure comporte en abscisse 1'isoforme etudiee et en ordonnee, le pourcentage de lyse 
specifique. Des cellules M8 (cellules de lignees de melanome HLA classe I + , classe 

5 II") transferees soit avec le vecteur seul (M8-pCDNA) (Invitrogen), soit avec les 
vecteurs contenant l'ADNc codant HLA-G 1 (M8-HLA-G1), l'ADNc codant HLA-G2 
(M8-HLA-G2), l'ADNc codant HLA-G3 (M8-HLA-G3), l'ADNc codant HLA-G4 
(M8-HLA-G4), sont utilisees comme cibles (T). Des cellules mononucleees de sang 
peripherique PBMC sont utilisees comme cellules effectrices (E). Les resultats sont 
10 exprimes en pourcentage de lyse, enregistre en 4h dans un test de liberation du chrome 
51( 51 Cr); 

- la figure 5 illustre l'activite inhibitrice des isoformes HLA-G sur 
une lignee de lymphocytes T CD8+ restreinte pour HLA-A2 presentant un peptide 
viral provenant de la matrice du virus de 1' influenza, positions 58 a 66 ; cette figure 

15 comporte en abscisse 1'isoforme etudiee et en ordonnee, le pourcentage de lyse speci- 
fique ; le ratio cellules effectrices/cellules cibles est de 15:1. 

II doit etre bien entendu, toutefois, que ces exemples sont donnes 
uniquement a titre d' illustration de 1'objet de Tinvention, dont ils ne constituent en 
aucune maniere une limitation. 

20 EXEMPLE 1 : Production d'une forme soluble d'une isoforme d'HLA-G chez un 
baculovirus. 

L'isoforme soluble HLA-G5 dont la structure est composee de 3 
domaines extracellulaires al, a2 et a3 associee a la p2-microglobuline (p2M), est 
issue d'un transcrit alternatif possedant un codon stop dans Tintron 4 du gene HLA-G. 
25 La production d'une proteine HLA-G soluble recombinante fait appel a une co-infec- 
tion de cellules d'insectes par un baculovirus contenant TADN complementaire de la 
p2M et d'un autre baculovirus contenant l'ADNc de la chaine a de HLA-G5. Cela 
permet en effet d'obtenir la forme physiologique HLA-G5/p2M. 
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1. Construction de vecteurs de transfert pour la recombinaison 
avec le virus BacTen. 

a- Insertion du gene P2M dans un vecteur de transfert : 

La sequence d'ADN codante (52M est inseree dans les sites Bglll- 
5 Kpnl du vecteur de transfert pTenl2 (Quantum). Le clone recombinant est verifie par 
digestion enzymatique, puis amplifie et sterilise en vue de la cotransfection avec 
l'ADN du baculovirus BacTen linearise. 

b- Insertion du gene codant HLA-G5 dans un vecteur de 

transfert : 

10 La sequence codant la molecule HLA-G5 est inseree dans les sites 

Bglll-Kpnl du vecteur de transfert pTenl2. Le clone recombinant est verifie par 
digestion enzymatique, puis amplifie et sterilise en vue de la cotransfection avec 
l'ADN du baculovirus BacTen (Quantum) linearise. 

2. Construction de baculovirus recombinants. 

15 La premiere etape consiste a obtenir des baculovirus recombinants 

HLA-G5A d'une part et p2M d'autre part. Les deux vecteurs de transfert portant les 
genes P2M et HLA-G5A sont places en presence de BacTen lineaire afin de cotrans- 
fecter les cellules d'insecte Sf9 en culture. Les siimageants de cotransfection sont 
recoltes et un clonage par plages de lyse est realise pour isoler les clones des baculo- 

20 virus recombinants. Afin de garantir la qualite de la construction, l'ADN des clones 
viraux est extrait et T insertion du gene dans le bon locus viral est verifiee par PCR. 
Six clones ont ete obtenus pour chacune des constructions et chacun a servi a infecter 
a nouveau des cellules Sf9. Les surnageants de culture ainsi que les cellules ont 
ensuite ete recuperes apres centrifugation. Cette proteine est purifiee par immunoaffi- 

25 nite a Taide des anticorps PAG5-6 (voir exemple 4). La structure de la proteine est 
verifiee par western blot a la fois avec des anticorps PAG5-6 (anti-HLA-G5) et des 
anticorps B1G6 (Immunotech) (anti-(32M) specifiques respectivement de la forme 
soluble HLA-G5 et de la P2M. Parmi les 6 clones produisant HLA-G5, et les 4 
produisant p2M, un a ete selectionne de chaque. Un clone HLA-G5a et un clone 02M 

30 ont et6 utilises pour coinfecter des cellules Sf9. Par analyse en western blot et 
immunoprecipitation avec un anticorps conformationnel W6/32 (IgG2a, anti-chaines 
a de HLA de classe I associees a la p2-m (Sigma)), on peut montrer que le surnageant 
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de cette coinfection contient la proteine HLA-G5 associee a la (32M ; elle presente 
ainsi une forme proche de la forme physiologique. Ces cellules Sf9 permettent done 
d'obtenir de grandes quantites de proteine soluble HLA-G5. 

EXEMPLE 2 : Mise en evidence de I'activite d'une composition comprenant une 
forme soluble d'HLA-G sur le psoriasis. 

Les ARN messagers ont ete extraits de biopsies congelees de 6 
specimens de peau lesee de psoriasis (Psol-Pso-6, figures 1 et 3) et de 4 specimens de 
peau normale (Peau saine 1-Peau saine 4, figures 2 et 3), reverse transcrits puis, a 
partir de ces ADN complementaires, une amplification par PCR a ete effectuee avec 
d'une part des amorces reconnaissant l'ensemble des transcrits HLA-G [amorce G.257 
(exon 2) et 3G.U (extremite 3' non-traduite)], utilisees pour T amplification PCR des 
transcrits HLA-G correspondants aux differentes isoformes connues d'HLA-G 
(figures 1 et 2) et d' autre part des amorces specifiques de la sequence HLA-G5 
soluble, a savoir les amorces G.526 et G.i4b (figure 3). 

De maniere plus precise, les differentes amorces et sondes utilisees 
sont en consequence les suivantes : 

- G.526 (exon 3) et G3.U (3* UT) pour les isoformes Gl, G4 et G5 ; 

- G.526 (exon 3) et G.i4b (intron 4) pour Fisoforme G5 ; 

- G.-3 (recouvrant partiellement les exons 2 et 4) et G3.U (3' UT) 
pour les isoformes G2 et G6 ; 

- G.3-4 (recouvrant partiellement les exons 2 et 5) et G3.U (3' UT) 
pour Tisoforme G3. 

Les sondes HLA-G specifiques sont les suivantes : 

- GR specifique de Fexon 2, et 

- G.I4 F (GAGGCATCATGTCTGTTAGG : specifique de 1'intron 

4), 

decrites dans P. MOREAU et al., C.R. Acad. Sci. Paris, Sciences de la vie/Life 
Sciences, 1995 ; 318 ; 837-42). 

L'ADNc des cellules de choriocarcinome JEG-3, sont utilises 
comme cellules controles pour les taux de transcription eleves. Les bandes HLA-G 
specifiques sont revelees par hybridation avec la sonde GR-specifique, localisee au 
niveau de Texon 2. Les produits de la PCR, co-amplifies au cours de la meme reac- 
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tion, avec les amorces de la p-actine sont detectes sur la meme membrane a Faide 
d'une sonde p-actine. 

Un taux faible, basal, d'ARN de HLA-G a ete retrouve dans 2 des 4 
specimens de peau normale provenant de plastie mammaire. II s'agit toujours de la 

5 bande specifique des isoforrnes HLA-G 1-G5. II n'y a pas d'ARN HLA-G dans les 
deux autres peaux saines. Dans les biopsies de peau lesee de 6 malades ayant un 
psoriasis, il existe un niveau transcriptionnel HLA-G plus eleve, en particulier concer- 
nant risoforme G1/G5 (figures 1 et 3). De meme, le signal de 1'isoforme HLA-G5 
soluble est absent des 4 specimens de peaux normales (figure 3), mais retrouve chez 3 

10 des 6 sujets presentant un psoriasis (figure 3). 

Une etude immunohistochimique a ete effectuee sur coupes conge- 
lees a 1'aide de deux anticorps specifiques : l'anticorps anti-HLA-G 87G specifique de 
Gl et 6GS (GERAGHTY et al., precite), specifique de risoforme soluble. En peau 
saine controle, il n'y a de marquage avec aucun des deux anticorps. Dans les peaux 

15 lesees de 6 malades ayant un psoriasis, il existe un marquage des cellules de Finfiltrat 
mononuclee du derme superficiel tant avec l'anticorps 87G (5/6) que 6GS (6/6). 

Des cultures de keratinocytes provenant de peau saine ont ete reali- 
sees sur couche nutritive de fibroblastes 3T3 irradies. L' expression d'HLA-G est 
absente par cytometric de flux sur les keratinocytes normaux, mais inductible par 

20 Tinterferon gamma. Par RT-PCR, il existe une stimulation du taux de l'ARN HLA-G 
par riL-10, 1'hydrocortisone et Tinterferon gamma. 

Ces essais montrent que HLA-G intervient effectivement dans la 
regulation des phenomenes T dependants responsables du psoriasis. Les resultats pre- 
sentes ci-dessus montrent qu'il existe une expression accrue des ARN et de la proteine 

25 HLA-G dans le psoriasis par rapport a la peau saine et de la proteine HLA-G en peau 
lesee. Cette expression semble provenir des cellules de rinfiltrat mononuclee et est 
vraisemblablement due aux cellules mononuclees infiltrantes. Elle conceme tant 
risoforme predominante HLA-G 1, que risoforme HLA-G soluble; ces resultats 
montrent le role de cette molecule dans la totalite du site lesionnel. HLA-G inhibant in 

30 vitro les fonctions de proliferation et de cytotoxicite T, sa presence accrue par rapport 
a la peau saine montre qu'une composition la contenant presente un role protecteur 
dans le psoriasis. 
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Dans les essais ci-dessus, la lignee cellulaire humaine de chorio- 
carcinome HLA-G-positive denommee JEG-3 (ATCC) est cultivee dans un milieu 
DMEM (Sigma) supplements avec du serum de veau foetal a 10%, inactive a la 
chaleur, des antibiotiques et de la L-glutamine 2mM. Les lignees cellulaires ne 
contiennent pas de mycoplasmes. 

La RT-PCR est realisee dans les conditions suivantes : 
Les ARN messagers sont extraits a partir des biopsies precitees a 
l'aide du reactif RNA NOW (Biogentex, Inc.) conformement aux recommandations 
du fabricant. La qualite de TARN est verifiee par electrophorese sur gel d'agarose 
denaturant a 1,5%. Les ADNc sont prepares a partir de 10 pig d'ARN total, traites 
avec de la DNAse I (Boerhinger Mannheim) en utilisant une amorce oligo-(dT)i 2 -i8 et 
la transcriptase inverse M-MLV (GIBCO-BRL). Les amplifications RT-PCR HLA-G 
specifiques sont realisees en utilisant les amorces precitees (G.257, 3G.U, G.526 et 
G.i4b). 

EXEMPLE 3 : Role du domaine extracellulaire al dans l'activite inhibitrice des 
HLA-G. 

- L 'utilisation de cellules transferees avec chacune des isoformes 
HLA-G 1, -G2, -G3 ou -G4 en tant que cellules cibles face a des cellules immuno- 
competentes natural killer presentes dans le sang peripherique permet de demontrer 
que chacune des isoformes est capable d'inhiber l'activite cytotoxique des cellules 
natural killer (Fig. 4). Ces experiences ont ete effectuees chez plus de dix donneurs 
volontaires sains et la significativite de Tinhibition exercee par chacune des isoformes 
a ete validee par des tests statistiques (Fig. 4). 

- Des tests similaires de cytotoxicity in vitro realises avec les memes 
cellules cibles faces a des cellules T CD8+ restreintes par le CMH et specifiques d'un 
peptide antigenique ont egalement demontre que chacxine des isoformes HLA-G 1, - 
G2, -G3 et -G4 inhibe de fa^on significative Tactivite cytotoxique de ces cellules T 
(Fig. 5). 

- Sur la base de la structure de Fisoforme HLA-G3 constitute uni- 
quement du domaine extracellulaire al possedant toutes les proprietes inhibitrices 
decrites ci-dessus, on peut conclure a la fonctionnalite de ce domaine. Ce domaine 
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contient done le motif fonctionnel de HLA-G et pourra done etre utilise comme agent 
pharmacologique en vue d'une immunotolerance. 

EXEMPLE 4 : Production d'un anticorps norame PAG5-6 reconnaissant specifi- 
quement les formes solubles de HLA-G (HLA-G5 et HLA-G6) sous forme d'un 
5 serum polyclonal obtenu chez le lapin. 

L' immunisation de lapins avec un peptide immunogene constitue 
d'un peptide synthetique de 21 acides-amines, correspondant a la partie C-terminale 
codee par l'intron 4 des formes solubles HLA-G dont la sequence est 
SKEGDGGIMSVRESRSLSEDL couple a la proteine porteuse KLH, permet d'obtenir 

10 un serum polyclonal reconnaissant specifiquement les formes solubles de HLA-G 
(HLA-G5 et HLA-G6) par les techniques d'immunoprecipitation, immunoempreinte 
(Western Blot) (Fig. 6), immunohistochimie et immunoenzymatique type ELISA. Ce 
serum a ete purifie sur colonne d'affinite (proteine G-Sepharose) et peut a la fois 
servir a la detection, la titration, et la purification des formes solubles HLA-G. 

15 Ainsi que cela ressort de ce qui precede, T invention ne se limite 

nullement a ceux de ses modes de mise en oeuvre, de realisation et d' application qui 
viennent d'etre decrits de fa9on plus explicite ; elle en embrasse au contraire toutes les 
variantes qui peuvent venir a Tesprit du technicien en la matiere, sans s'ecarter du 
cadre, ni de la portee, de la presente invention. 
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REVENDICATIONS 

1°) Utilisation d'une composition essentiellement constitute d'au 
moins une forme soluble d'HLA-G et d'au moins un vehicule pharmaceutiquement 
acceptable, pour la preparation d'un medicament pour le traitement des etats patho- 
5 logiques inflammatoires de la peau. 

2°) Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que ladite 
forme soluble d'HLA-G est selectionnee dans le groupe constitue par les isoformes 
d'HLA-G solubles comprenant au moins le domaine extracellulaire al et les formes 
solubilisees d'HLA-Gl, HLA-G2, HLA-G3 ou HLA-G4. 
10 3°) Utilisation selon la revendication 1 ou la revendication 2, carac- 

terisee en ce que ladite composition comprend entre 0,1 et 5 |J,g/ml, de preference 
entre 0,5 et 2,5 fig/ml de forme soluble d'HLA-G. 

4°) Utilisation selon Tune quelconque de revendicatibns 1 a 3, 
caracterisee en ce que ladite composition comprend en outre de TIL- 10. 
15 f5°)^Procede de preparation d'une HLA-G soluble, caracterise en ce 

qu'il comprend les etapes suivantes : 

- co-infection de cellules d'insectes par un baculo virus contenant 
FADNc de la P2M et un autre baculovirus contenant la chaine a d'une isoforme 
d'HLA-G soluble ; 

20 - culture des cellules d'insectes transferees, et 

- recolte des surnageants et purification de 1* isoforme d'HLA-G 

soluble exprimee. 

6°) Procede selon la revendication 5, caracterise en ce que ladite 
isoforme d'HLA-G soluble est purifiee a Taide d'un anticorps specifique des iso- 
25 formes d'HLA-G soluble. 

7°) Procede selon la revendication 6, caracterise en ce que ledit anti- 
corps est obtenu par immunisation de mammiferes non-humains, notamment des 
lapins avec un peptide immunogene constitue d'un peptide synthetique de 21 acides- 
amines, correspondant a la partie C-terminale codee par l'intron 4 des formes solubles 
30 HLA-G dont la sequence est SKEGDGGIMSVRESRSLSEDL couple a la proteine 
porteuse KLH. 
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8°) Anticorps anti-HLA-G soluble, caracterise en ce qu'il est obtenu 
par immunisation de mamrniferes non-humains, notamment des lapins avec un peptide 
immunogene constitue d'un peptide synthetique de 21 acides-amines, correspondant a 
la partie C-terminale codee par I'intron 4 des formes solubles HLA-G dont la 
5 sequence est SKEGDGGIMSVRESRSLSEDL couple a la proteine porteuse KLH. 
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